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TIIVISTELMÄ 
LacZ ja GFP ovat merkkigeenejä, joiden avulla pystytään arvioimaan geeninsiirron tehokkuutta ja 
havaitsemaan siirtogeenin ilmentyminen soluissa. LacZ-geeni koodaa β-galaktosidaasi-entsyymiä, 
jonka käyttö perustuu entsymaattiseen värireaktioon. GFP on meduusasta eristetty UV-valossa 
vihreää valoa fluoresoiva proteiini. HIF-1α ja HIF-2α ovat kudoksen alentuneen happiosapaineen 
seurauksena ilmentyviä transkriptiotekijöitä. HIF-1α aktivoi useita verisuonten muodostukseen 
tarvittavia geenejä, kuten verisuonen endoteelikasvutekijää, verisuonen 
endoteelikasvutekijäreseptori-2:sta, insuliinikasvutekijä-2:sta ja erytropoietiinia. Se aktivoi myös 
glukoosin kantajaproteiinien, glykolyyttisten entsyymien ja useiden muiden geenien transkriptiota, 
joiden tuottamat proteiinit lisäävät hapen kuljetusta tai helpottavat aineenvaihdunnallista 
sopeutumista hapen puutteeseen. HIF-2α vaikuttaa merkittävästi sekä normaaliin fysiologiaan että 
kasvainten syntyyn. HIF-2α:n kohdegeenit ovat mukana punasolujen muodostumisessa, verisuonten 
uudismuodostuksessa sekä etäpesäkkeiden synnyssä ja lisääntymisessä.  
 
HIF:ien edellä mainittujen ominaisuuksien avulla on mahdollista edistää verisuonten 
muodostumista esimerkiksi iskeemisessä sydän- tai luurankolihaksessa geeniterapian avulla. 
Geenien kuljettimina kohdesoluille voidaan käyttää viruksia. AAV-virukset ovat pieniä vaipattomia 
yksijuosteisia DNA-viruksia, joiden ei tiedetä aiheuttavan sairauksia ihmisille. AAV-viruksia on 
useita serotyyppejä ja niiden etu on luontainen hakeutuminen eri kudoksiin. AAV-viruksesta 
muokattu AAV-vektori ei jakaudu kohdekudoksessa.  
 
Tässä tutkimuksessa LacZ_NLS, GFP, hiiren HIF-1α ja hiiren HIF-2α kloonattiin pAAV-MCS-
vektoriplasmidiin ja tuotettiin viruskuljettimet sydän- ja verisuonisairauksien 
geeniterapiatutkimusta varten. Kloonattavat geenit irrotettiin kloonausvektoreista ja liitettiin AAV-
vektoripohjaan haluttujen plasmidien muodostamiseksi. Plasmidien toimivuus testattiin in vitro 
kalsiumfosfaattitransfektioilla 293T-soluissa. GFP-proteiinin havaitsemiseen käytettiin 
fluoresenssimikroskopiaa ja LacZ:n toiminnallisuus havaittiin X-gal -värjäyksellä. HIF-1α:n ja HIF-
2α:n lähetti-RNA havaittiin RT-PCR-menetelmällä sekä vastaavien proteiinien tuotto Western blot -
analyysillä. Kustakin plasmidista tuotettiin AAV-2-serotyypin virukset Stratagenen Helper free 
system -menetelmään pohjaten. AAV-virusten toiminnallisuus testattiin in vitro transduktioilla 
293T- ja Hela-soluissa ja määritettiin samoin menetelmin kuin plasmidien toiminnallisuus. 
 
Kaikki plasmidit ilmensivät niihin kloonattuja geenejä. Tuotetuista AAV-viruksista vain AAV-GFP 
ilmensi voimakkaasti GFP:tä. AAV-LacZ ilmensi LacZ:aa heikosti. AAV-HIF-1α -viruksen 
toiminnallisuutta ei pystytty varmasti osoittamaan lähetti-RNA -tasolla johtuen endogeenisen HIF-
1α:n yli-ilmetymisestä, mutta viruksen tuottama HIF-1α -proteiini havaittiin Western blot-
menetelmällä. AAV-HIF-2α:n havaittiin sen sijaan ilmentävän kloonattua HIF-2α:aa vain lähetti-
RNA-tasolla. Proteiinitasolla ei havaittu AAV-HIF-2α -viruksen aiheuttamaa HIF-2α -proteiinin 
ilmentymistä. 
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1 JOHDANTO 
 
Sydän- ja verisuonisairaudet ovat yleisin kuolinsyy teollisuusmaissa (Rissanen ym. 2004). Yksi 
merkittävimmistä sydän- ja verisuonisairauksista on valtimonkovettumatauti eli ateroskleroosi, 
jonka seurauksena suuret valtimot vähitellen ahtautuvat (Niensted ym. 1999). Ahtaumien 
seurauksena verenvirtaus heikentyy johtaen elimistön, erityisesti sydämen, toimintahäiriöihin ja 
mahdolliseen kudoskuolioon eli infarktiin. Infarktin aiheuttajana voi olla myös veritulppa eli 
trombi, joka muodostuu ateroskleroottisesta plakista (van der Wal & Becker 1999). Ahtaumat 
aiheuttavat vakavia seurauksia myös aivoissa, munuaisissa ja alaraajoissa (Niensted ym. 1999; 
Rissanen ym. 2004). Alaraajojen alueella ilmiöstä käytetään nimitystä ääreisverenkiertosairaus 
(Ylä-Herttuala & Martin 2000; Gruchala 2004).  
 
Vaikeita sydän- ja verisuonisairauksia, joihin ei ole toimivaa hoitoa, on mahdollista hoitaa 
geeniterapian avulla (Ylä-Herttuala 2009). Lisääntynyt tieto sydän- ja verisuonisairauksien 
geneettisestä taustasta ja geeninsiirtomenetelmien jatkuva kehittyminen edistävät geeniterapian 
käyttöä näiden sairauksien hoidossa (Ylä-Herttuala & Martin 2000). Geeniterapia on viallisen 
geenin korvaamista oikein toimivalla geenillä, jolloin sairaudesta johtuva proteiinintuoton 
vähentyminen tai sen puuttuminen saadaan palautumaan normaalille tasolle (Kootstra & Verma 
2003). Lisäksi geeniterapia on sekä haitallisen geenin hiljentämistä että sairauden hoidon kannalta 
hyödyllisen geenin ilmentymisen tehostamista sairaassa kudoksessa (Ylä-Herttuala 2009). 
Kardiovaskulaarisairauksien geeniterapian tärkeimpiä tavoitteita on verisuonten kasvun 
stimuloiminen sydänlihaksen iskemian ja ääreisverenkiertotaudin hoitamiseksi lisäämällä 
esimerkiksi uusien verisuonten kasvua edistävän geenin, verisuonen endoteelikasvutekijän (VEGF), 
ilmentymistä sydänlihaksessa (Ylä-Herttuala & Martin 2000).  
 
Merkkigeenien avulla pystytään arvioimaan geeninsiirron tehokkuutta ja havaitsemaan 
transdusoituneita soluja (Wahlfors ym. 2001). Perinteisesti merkkigeenit koodaavat joko valikoivia 
tai entsymaattisia proteiineja. Tyypillisiä merkkigeenejä ovat muun muassa vihreää fluoresoiva 
proteiini (GFP) ja β-galaktosidaasia koodaava LacZ.  
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Ideaalisen geeninkuljetuksen soluun tulisi olla tehokas, soluspesifinen, hyvin säädelty sekä ennen 
kaikkea turvallinen (Kay ym. 2001). Toimivaan geeninsiirtoon tarvitaan hoitogeenin lisäksi 
viruksen rakenneosat ja tehokas virusDNA-vektori (Ylä-Herttuala & Martin 2000; Gruchala ym. 
2004). Geeninsiirtovektoreina käytetään usein viruksia, koska ne kykenevät läpäisemään 
kohdesolun ja aiheuttamaan geeniensä ilmentämisen isäntäsolussa. Koska villityypin virukset ovat 
usein patogeenisia, pyritään viruksen jakautumiskyky estämään virusvektoria muokkaamalla.  
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Angiogeneesi  
 
Angiogeneesillä tarkoitetaan jo olemassa olevan hiussuoniverkoston kasvua endoteelisolujen 
lisääntymisen ja vaeltamisen seurauksena (Risau 1997). Verisuonten tyvikalvon entsymaattinen 
hajoaminen mahdollistaa uusien kapillaarien muodostumisen, kun endoteelisolut alkavat vaeltaa ja 
lisääntyä. Samalla tapahtuu suonten kypsymistä (Risau 1997).  
 
Angiogeneesin muodostuminen edesauttaa riittävän hapen ja ravinteiden kulkeutumista kudoksiin, 
joilla on siihen lisääntynyt tarve (Carmeliet 2003). Tällaisia ovat esimerkiksi sairauksien myötä 
syntyneet iskeemiset kudokset, joissa verenvirtaus on puutteellista (Grossman & Grossman 2002). 
Angiogeneesi on osallisena myös monessa fysiologisessa ja patologisessa tapahtumassa kuten 
alkionkehityksessä, haavojen paranemisessa, luuston ja hiusten kasvussa, keltarauhasen 
kehityksessä sekä kasvainten kasvussa (Folkman & Shing 1992; Carmeliet 2003). 
 
Yksi merkittävin angiogeneesin käynnistäjä on hapen puute (Risau 1997; Carmeliet 2003). Hapen 
puute aktivoi hypoksia-indusoituvan tekijän, HIF:n, joka säätelee verisuonen endoteelikasvutekijän 
(VEGF) ilmentymistä (Semenza & Wang 1992; Forsythe ym. 1996). Tiettyjen kasvutekijöiden, 
kuten esimerkiksi juuri VEGF:n, on havaittu olevan ratkaisevassa roolissa uusien verisuonten 
muodostumisessa (Ferrara 2009). Myös alhainen pH ja hypoglykemia stimuloivat verisuonten 
kasvua (Rissanen ym. 2001).   
 
2.1.1 Terapeuttinen angiogeneesi 
 
Sydämenohitusleikkaus ja pallolaajennus ovat yleisimpiä kliinisiä hoitovaihtoehtoja palauttaa 
verenvirtaus iskeemiseen kudokseen, mutta potilaille, joilla on laaja-alainen sepelvaltimotauti ja/tai 
ääreisverenkiertosairaus ei tämä toimenpide sovellu (Isner 1997). Terapeuttinen angiogeneesi 
mahdollistaa uuden hoitovaihtoehdon näille potilaille. 
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Terapeuttisella angiogeneesillä tarkoitetaan uusien verisuonten muodostamista alueille, joissa 
verenkierto on puutteellista tai kokonaan estynyttä, kuten esimerkiksi ateroskleroosin ahtauttaman 
suonen ravitsemalla alueella (Grossman & Grossman 2002).  Angiogeneettisten kasvutekijöiden 
sekä angiogeneettisen aktiivisuuden omaavien sytokiinien tunnistaminen on mahdollistanut tämän 
uuden terapiamuodon. Angiogeneesin säätelijöinä toimivat esimerkiksi fibroblastikasvutekijät 1 ja 2 
(FGF) sekä VEGF, jotka ovat eniten tutkittuja kasvutekijöitä sekä eläinmalleissa että kliinisissä 
kokeissa. Useiden iskeemisten sydän- ja ääreisverenkiertosairauksien hoitamiseksi tehtyjen 
kokeellisten tutkimusten mukaan VEGF- ja FGF-geeninsiirtojen on osoitettu johtavan 
terapeuttiseen angiogeneesiin (Iwatate ym. 2001; Rissanen ym. 2003; Su ym. 2004). Angiogeneesin 
muodostumista voidaan lisäksi edistää lisäämällä solujen HIF-1α -tasoa in vivo -geeninsiirrolla tai 
estämällä HIF-1α:n väheneminen peptidi-inhibiittorilla (Maxwell & Ratcliffe 2002).  
Korjaavan vaikutuksensa lisäksi angiogeneesi osallistuu useiden sairauksien patogeneesiin, minkä 
vuoksi sen muodostumista pyritään myös inhiboimaan (Ferrara 1999). Tällaisia sairauksia ovat 
proliferatiivinen verkkokalvosairaus, ikääntymiseen liittyvä verkkokalvon keskiosan sairaus, 
kasvaimet, nivelreuma ja psoriasis. Kasvaimiin liittyvän patologisen angiogeneesin tärkeänä 
säätelijänä toimii VEGF, joka lisää muun muassa kasvainten angiogeneesiä ja edesauttaa 
etäpesäkkeiden muodostumista (Leung ym. 1989; Carmeliet 2005). Inhiboimalla VEGF:n 
signalointia, inhiboidaan samalla kasvainten angiogeneesiä ja kasvua, minkä vuoksi anti-VEGF 
vasta-aineet tai muut VEGF-inhibiittorit ovat terapeuttisesti tärkeässä asemassa useiden kasvainten 
ja muiden sairauksien hoidossa (Kamba & McDonald 2007; Chen & Cleck 2009; Saharinen ym. 
2011). VEFG:ää vastaan suunnattu monoklonaalinen vasta-aine Bevacizumab
®
 on yhdessä 
kemoterapian kanssa osoittautunut toimivaksi hoitomuodoksi levinneen paksusuolensyövän 
prekliinisissä ja kliinisissä kokeissa (Hurwitz ym. 2004). 
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2.1.2 Geeniterapia sydän- ja verisuonisairauksien hoidossa  
 
Geeniterapian mahdollinen etu lähitulevaisuudessa on, että yksittäinen paikallinen geenihoito 
pystyy aiheuttamaan pitkäkestoisen terapeuttisen vaikutuksen ilman, että muuhun elimistöön 
kohdistuu haitallisia sivuvaikutuksia (Ylä-Herttuala & Martin 2000). Geeniterapian tavoitteena 
sydän- ja verisuonisairauksien hoidossa on muun muassa terapeuttisen angiogeneesin 
aikaansaaminen, stentin jälkeisen suonen uudelleen ahtautumisen ehkäiseminen, anastomoosien eli 
verisuonten yhdyshaarojen ylläpitäminen ja veritulppien muodostumisen ehkäiseminen (Ylä-
Herttuala & Martin 2000). 
 
2.2 Merkkigeenit 
 
Merkkigeenien avulla voidaan tarkastella geeninsiirron tehokkuutta. Perinteisesti merkkigeenit 
koodaavat joko selektiivisiä tai entsymaattisia markkereita. Tyypillinen selektiivinen markkeri on 
neomysiini fosfotransferaasi, joka inaktivoi neomysiini-antibioottia, jolloin markkeria sisältävät 
solut pystyvät valikoidusti kasvamaan tämän antibiootin läsnäollessa (Yenofsky ym. 1990; Eglitis 
1991). Esimerkkigeeni entsymaattisesta markkerista on sinisen värireaktion aiheuttaja, 
betagalaktosidaasi-entsyymi (Juers ym. 2001; Broome ym. 2010).   
 
Vaikka merkkigeenit ovat hyviä työkaluja transfektioiden onnistumisen tarkastelussa, on niillä 
myös omat rajoitteensa (Wahlfors ym. 2001). Antibioottiresistenssiin perustuva valinta on hyvin 
aikaa vievää ja joskus myrkyllisille aineille altistuminen saattaa johtaa epäedullisiin muutoksiin 
valitussa solupopulaatiossa. Myös entsymaattisten markkereiden värjäysprosessit usein 
vahingoittavat soluja aiheuttaen lopulta niiden kuoleman (invasiivinen menetelmä). 
 
Soluille edullisin merkkigeeni koodaa proteiinia, joka pystytään havaitsemaan ilman haitallista 
värjäysprosessia, ja jonka avulla positiiviset solut pystytään tunnistamaan (ei-invasiivinen 
menetelmä). Vihreää fluoresoiva proteiini, GFP, voidaan havaita ilman erillistä värjäysprosessia, 
mutta se on jossain määrin toksinen soluille (Liu ym. 1999). Merkkigeeniä valitessa tuleekin ottaa 
huomioon millä tavalla merkkigeenin ilmentymistä halutaan tarkkailla ja soveltuuko merkkigeeni 
muilta osin tutkimukseen.   
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2.2.1  LacZ 
 
Yksi ensimmäisistä ja paljon käytetyistä merkkigeeneistä on β-galaktosidaasi, jonka geenisekvenssi 
julkaistiin v. 1970 (Fowler & Zabin 1970). β-galaktosidaasi on Escheria colin Lac-operonin Z 
geenin tuottama homotetrameerinen proteiini, joka koostuu neljästä 1023 aminohapon pituisesta 
polypeptidiketjusta (Jacobson ym. 1994). β-galaktosidaasi hydrolysoi E.colissa laktoosia 
galaktoosiksi ja glukoosiksi sekä muokkaa laktoosista allolaktoosia (Juers ym. 2001).  
 
Koska useimmat eukaryoottigenomit eivät sisällä LacZ-geeniä, sitä voidaan käyttää merkkigeeninä. 
Proteiini on myös erittäin pysyvä ja resistentti proteolyyttiselle hajoamiselle. β-galaktosidaasi 
voidaan havaita helposti substraatteihin perustuvalla kolorimetrisellä X-gal -värjäysmenetelmällä 
(Juers ym. 2001). Menetelmä perustuu aktiivisen β-galaktosidaasin kykyyn pilkkoa laktoosin sijaan 
X-galia, minkä seurauksena väritön X-gal muuttuu siniseksi (Juers ym. 2001; Broome ym. 2010).  
                 
2.2.2 GFP 
 
GFP on vihreää fluoresoiva proteiini, joka löydettiin 1960-luvun alussa Aequorea victoria 
meduusasta (Shimomura ym. 1962). GFP koostuu 238 aminohaposta ja emittoi vihreää valoa 
siniselle valolle altistettaessa (Kain ym. 1995; Tsien ym. 1998). GFP:tä käytetään solu- ja 
molekyylibiologiassa geeninilmentymisen havaitsemiseen, ja se voidaan todeta elävissä soluissa 
ilman värjäystä käyttäen fluoresenssimikroskopiaa ja virtaussytometriaa. GFP:stä voidaan tuottaa 
fuusioproteiineja yhdistämällä se muihin proteiineihin. Näin saadaan fluoresoivia terapeuttisia 
yhdistelmiä, joiden ilmentymistä ja solunsisäistä sijaintia voidaan tutkia. GFP-geeniä on ilmennetty 
monissa bakteereissa, hiivoissa, kaloissa, kasveissa, hyönteisissä ja nisäkässoluissa, ihmissolut 
mukaan lukien (Tsien 1998).      
 
GFP:n kloonaaminen ja toimivuuden selvittäminen teki GFP:stä merkittävän proteiinin 
geeninsiirtoteknologiassa (Prasher ym. 1992; Walfors ym. 2001; Chalfie ym. 1994; Inouye & Tsuji 
1994). Villityypin GFP osoittautui toimivaksi soluviljelmissä ja elävissä eläimissä, mutta sitä on 
edelleen muokattu tehokkaammaksi. Nykyään on saatavilla mutatoitua GFP:tä, esimerkiksi 
tehostettua vihreää fluoresoivaa proteiinia (EGFP) ja Green-LanternGFP:tä, jotka fluoresoivat 
kirkkaammin ja näkyvät paremmin kuin villityypin GFP sekä mikroskoopissa että 
virtaussytometrissa (Cheng ym. 1996). 
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2.3 Angiogeneesiin liittyvät hoitogeenit 
 
2.3.1 HIF 
 
Hypoksia indusoituvien tekijöiden järjestelmä, HIF-järjestelmä, toimii avainsäätelijänä kaikissa 
nisäkässoluissa vastaten hapenpuutteeseen (Weidemann & Johnson 2008). HIF on heterodimeerinen 
DNA:han sitoutuva kompleksi, joka muodostuu kahdesta PAS-perheen proteiinista, HIF-1β 
alayksiköstä ja hypoksiassa voimakkaasti indusoituvasta α-alayksiköstä, HIF-1α, HIF-2α tai HIF-3α 
(Weidemann & Johnson 2008). HIF-β -alayksiköt ovat tuman proteiineja, jotka eivät vastaa 
hypoksiaan, mutta joilla on muita rooleja transkriptiossa kuten esimerkiksi vasteen aiheuttaminen 
vierasaineille (Gu ym. 2000). 
 
Ainakin yli sadan geenin ilmentymistä säädellään suoraan tai epäsuorasti HIF:ien välityksellä. 
HIF:ien välittämät reitit vaikuttavat muun muassa punasolujen muodostukseen, raudan metaboliaan, 
energiametaboliaan, soluväliaineen metaboliaan, pH:n säätelyyn, verisuonten tonukseen, 
angiogeneesiin, solujen kasvuun ja erilaistumiseen sekä selviytymiseen ja apoptoosiin (Schofield & 
Ratcliffe 2004; Maxwell ym. 2005; Ratcliffe 2006). HIF-1α ilmentyy kaikissa soluissa, mutta HIF-
2α ja HIF-3α ilmentyvät valikoidusti tietyissä kudoksissa kuten esimerkiksi verisuonten 
endoteelisoluissa, tyypin II hengitysepiteelisoluissa, munuaisvälikudoksen soluissa, maksan 
peruskudoksen soluissa ja luuytimen kaltaisissa esisoluissa (Bertout ym. 2008). 
 
2.3.2 HIF-1α 
 
Hypoksia indusoituva tekijä-1, HIF-1, on transkriptiotekijä, joka ilmentyy alhaisessa 
happiosapaineessa. Rakenteeltaan HIF-1 on heterodimeeri, joka muodostuu HIF-1α -ja HIF-1β -
alayksiköistä (Semenza & Wang 1992; Wang ym. 1995). HIF-1β -alayksiköstä käytetään myös 
nimeä ARNT, joksi se alun perin nimettiin löytymisensä yhteydessä (Semenza 2000). HIF-1α:n 
aminoterminaalinen puoli sisältää helix-loop-helix ja PAS -domeenit, joita vaaditaan sekä 
heterodimerisaatioon HIF-1β:n kanssa että DNA:n sitomiseen. Karboksyylipään puoleinen osa 
vastaa hapen säätelemästä stabiilisuudesta ja proteiinin transkriptionaalisesta aktiivisuudesta. HIF-1 
aiheuttaa reaktioita, jotka johtavat verisuonten muodostukseen ja sitä kautta verenvirtauksen 
lisääntymiseen ja ravinteiden tehostuneeseen kuljetukseen (Iyer ym. 1998; Semenza 2009). 
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HIF-1 on välttämätön normaalille kehitykselle (Jaakkola ym. 2001). HIF-1α:n puuttuminen johtaa 
kehittyvien hiirten alkioiden ja ruskuaispussien puutteelliseen verenkiertoon aiheuttaen alkioissa 
varhaista kuolleisuutta (Iyer ym. 1998). HIF-1α -poistogeenisillä hiirillä ilmenee myös verisuonten 
puuttumista (Ryan ym. 1998). Lisäksi niillä on havaittu sytotoksisten T-lymfosyyttien epänormaalia 
toimintaa sekä B-solujen kehittymättömyyttä luuytimessä (Kojima ym. 2002). HIF-1 kontrolloi 
myös glykolyyttisten entsyymien geeninilmentymistä. HIF-1α:n eliminoinnin on havaittu 
aiheuttavan glykolyyttisen vasteen vaimentumista (Shohet & Garcia 2007). 
 
Normaalin happiosapaineen vallitessa (Kuva 1) prolyylihydroksylaasientsyymi (PHD) muuttaa 
HIF-1α:n spesifiset prolyylijäämät hydroksiproliiniksi, minkä jälkeen muokatut HIF-1α -ketjut 
kiinnitetään von Hippel-Lindau ubikitiini E3 ligaasi -kompleksiin, ubikitinyloidaan ja tuhotaan 
proteosomissa (Maxwell ym. 1999; Weidemann & Johnson 2008). Happipiosapaineen laskiessa 
(Kuva 1) HIF-1α:t kulkeutuvat tumaan, dimerisoituvat β-alayksikön kanssa ja aktivoivat useiden 
geenien transkriptiota sitoutuen hypoksia responsiiviseen elementtiin (HRE) (Jiang ym. 1996; 
Weidemann & Johnson 2008). Mutatoimalla hydroksyloitavat rakenteet sellaisiksi, etteivät 
hydroksylaasit pysty niihin vaikuttamaan, saadaan pysyvästi aktiivinen HIF-proteiini. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           
 Kuva 1. HIF-aktiivisuuden säätely (mukaillen Weidemann & Johnson 2008). 
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HIF-1α voi aktivoida useita angiogeneettisen prosessin tarvitsemia geenejä kuten VEGF:ää, 
verisuonen endoteelikasvutekijäreseptori-2:sta (VEGFR-2), insuliinin kaltaista kasvutekijä-2:sta 
(IGF-2) ja erytropoietiinia (Semenza 2009). HIF-1α -transkriptiotekijän geeninsiirto aiheuttaa muun 
muassa VEGF:n ilmenemistä johtaen lopulta verisuonten uudismuodostukseen iskeemisissä 
kudoksissa. Tätä HIF-1α:n ominaisuutta käytetään edistämään terapeuttista angiogeneesiä (Semenza 
2009).  
 
Aktiivisen HIF-1α:n adenovirusvälitteinen kuljetus iskemiseen hiiren takaraajaan joko sellaisenaan 
tai yhdessä luuytimestä eristettyjen angiogeneettisten solujen kanssa on osoittautunut hiirikokeissa 
lupaavaksi menetelmäksi parantaa raajan verenkiertoa (Bosch-Marce ym. 2007; Rey ym. 2009). 
HIF-1α:n adenovirusvälitteistä terapiaa on käytetty raajan iskemiamallin hoidossa myös ikääntyvillä 
ja diabeettisilla hiirillä saavuttaen hyviä hoitovasteita (Bosch-Marce ym. 2007; Sarkar 2009). 
Pajusola ym. (2005) havaitsivat mutaatioiden avulla pysyväksi tehdyn hiiren HIF-1α:n AAV-
välitteisen geeninsiirron edistävän huomattavasti kapillaarien versomista ja lisääntymistä hiiren 
luurankolihaksessa. Tutkimuksessa osoitettiin myös, että pysyväksi muokatun hiiren HIF-1α:n 
AAV-välitteisellä geeninsiirrolla voidaan välttää ongelmia, kuten esimerkiksi kudosturvotusta ja 
liiallista paikallista angiogeneesiä, joita saattaa esiintyä pelkästään yksittäisiä angiogeneettisiä 
kasvutekijöitä yli-ilmennettäessä.  
 
2.3.3 HIF-2α 
 
Hypoksia indusoituva tekijä-2, HIF-2, syntyy HIF-2α -alayksikön dimerisoiduttua HIF-1β -
alayksikön kanssa. HIF-2α, joka tunnetaan myös nimellä EPAS1, on aminohappokoostumukseltaan 
48 % HIF-1α:n kaltainen (Ema ym. 1997; Iyer ym. 1998). HIF-2α ilmentyy monissa kudoksissa, 
mutta erityisen runsaasti kaulavaltimon haarautumiskohdan karotiskerästen tyypin 1 soluissa, jotka 
tiedottavat keskushermostolle vallitsevasta veren happiosapaineesta (Conrad 1999). Myös HIF-2α:n 
aktiivisuus lisääntyy solujen ollessa hypoksiassa.  
 
HIF-2α -proteiinitasot ovat suhteellisen alhaiset normaaliolosuhteissa, mutta kasvavat solujen 
altistuessa hypoksialle (Conrad ym. 1999; O’Rourke ym. 1999).  HIF-2α fosforyloidaan hypoksian 
vallitessa, ja kasvutekijän aktivoimalla proteiinikinaasilla (MAPK) on osoitettu olevan suuri 
vaikutus HIF-2α:n aktivaatioon hypoksian aikana, ainakin rotan lisämunuaisytimen kasvaimesta 
eristetyissä PC12-soluissa (Conrad ym. 1999). Tutkimukset ovat osoittaneet, että HIF-2α:n 
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säätelemiseen tarvitaan kahta tärkeää rakennetta hypoksian aikana. Ensimmäinen on sisäinen 
domeeni, joka koostuu aminohapoista 450–571 ja on homologinen HIF-1α -domeenin kanssa. 
Toinen tärkeä säätelydomeeni on C-terminaalinen aktivaatiodomeeni (CAD), jossa tapahtuu HIF-
2α:n post-translationaaliset modifikaatiot hypoksian aikana (Ema ym 1999).  
 
HIF-2α:n transkriptionaaliset kohteet ovat pääosin samat kuin HIF-1α:lla (Patel & Simon 2008). 
Molemmat alayksiköt säätelevät geenejä, jotka liittyvät kasvainten angiogeneesiin, etäpesäkkeisiin 
ja erilaistumiseen. Huolimatta HIF-1α:n ja HIF-2α:n samankaltaisuuksista tutkimukset ovat 
osoittaneet, että molemmilla on myös spesifisiä kohdegeenejä. HIF-2α vaikuttaa merkittävästi 
normaaliin fysiologiaan, mutta myös tuumorigeneesiin, eroten näin HIF-1α:sta (Patel & Simon 
2008). HIF-2α:n vaikutusta on tutkittu esimerkiksi munuaisen adenokarsinooman muodostumisessa. 
 
HIF-2α:n fysiologisia vaikutuksia on tutkittu poistogeenisillä hiirillä (HIF-2α-/-). Huiping ym. 
(2010) ovat tutkineet HIF-2α-/- hiiren haimaa selvittääkseen HIF-2α:n vaikutuksia haiman 
kehityksessä. Tutkimus osoitti HIF-2α -poistogeenisyyden aiheuttavan haiman pienentynyttä kokoa 
ja haarautumista sekä lisäksi vähentynyttä notch-signalointia ja solujen erilaistumista. Kun Huiping 
ym. (2010) huomasivat, että HIF-2α sitoutuu suoraan notch-proteiiniin, havaittiin HIF-2α:n olevan 
välttämätön hiiren haiman normaalille kehitykselle. HIF-2α vaikuttaa tutkitusti myös raudan 
imeytymiseen. Mastrogianni ym. (2009) loivat hiirimallin, jossa hiirillä oli HIF-1α:n tai HIF-2α:n 
puutos täsmennetysti suolen epiteelissä. Kokeessa selvisi, että HIF-2α:lla on merkittävä rooli 
rautatasapainon ylläpitämisessä elimistössä säätelemällä suoraan niiden geenien transkriptiota, 
mitkä koodaavat suolen pääasiallista kahdenarvoista metallitransportteri-1:stä (DMT1). 
 
Ihmisen HIF-3α koodaa 668 aminohapon proteiinia, joka sisältää yhden N-terminaalisen 
transaktivaatiodomeenin (NAD) kuten HIF-1α ja HIF-2α, mutta se ei sisällä CAD:ia (Maynard ym. 
2003). HIF-3α:n toiminnalliset ominaisuudet ovat vielä epäselviä. Ihmisen HIF-3α:lla, jota 
kutsutaan myös nimellä IPAS, on olemassa ainakin kuusi eri muunnelmaa, hHIF-3α1-6, joiden 
arvellaan estävän HIF-1α- ja HIF-2α-aktiivisuutta (Maynard ym. 2003; Kaelin & Ratcliffe 2008). 
Heidbreder ym. (2003) olettivat, että HIF-3α:lla saattaa olla suojaava vaikutus hypoksian 
alkuvaiheessa ja/tai kohtalaisessa hypoksiassa. HIF-3α:n yhteyttä tuumorigeneesiin ei ole 
laajemmin tutkittu. HIF-3α:n vaikutuksen on osoitettu vähenevän munuaisen solukarsinoomassa 
tukien oletusta, että se toimii HIF-1α:n ja HIF-2α:n negatiivisena inhibiittorina (Maynard ym. 
2003). 
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2.4 Virusvektorit       
 
Geeniterapiassa virusvektoreita käytetään kuljettamaan halutut hoitogeenit kohdesoluihin 
(Hukkanen ym. 2001). Ne ovat peräisin joko DNA- tai RNA-viruksista, jotka voivat olla joko 
integroituvia tai integroitumattomia viruksia (Verma & Weitzman 2005). Ne ovat potentiaalisia 
geeninkuljettimia geeniterapian sovelluksissa, koska ne pystyvät omia luontaisia ominaisuuksiaan 
käyttämällä tunkeutumaan solujen sisään ja käynnistämään isäntäsolujen koneiston siirtogeenin 
ilmentämiseen (Jazwa ym. 2007).  
 
Myös esimerkiksi plasmideja ja liposomeja on käytetty geeninkujetusvektoreina (Felgner ym. 1987; 
Miyazaki ym. 2006). Virusvektoreihin verrattuna molemmat ovat erittäin turvallisia ja helposti 
valmistettavia kuljetusvälineitä, mutta niiden transfektiotehokkuus in vivo on kuitenkin paljon 
virusvektoreita huonompi (Verma & Weitzman 2005; Miyazaki ym. 2006). Plasmidit ovat alttiita 
entsymaattiselle hajoamiselle sekä solun sisä- että ulkopuolella ja lisäksi niiltä puuttuu tehokas 
mekanismi edesauttaa geenin siirtymistä solulimaan ja tumaan (Verma & Weitzman 2005; Green 
ym. 2008). Myös liposomeilla on vaikeuksia transfektoida haluttua geeniä kohdesoluihin (Schmidt-
Wolf & Schmidt-Wolf 2003). Virusvektoreita voidaan näin ollen pitää erittäin potentiaalisina 
geeninkuljettajina niiden hyvän trasnduktiotehokkuutensa ansiosta (Ylä-Herttuala 2009). 
 
2.4.1 Adenovirukset 
 
Adenovirukset ovat vaipattomia kaksijuosteisia DNA-viruksia (Wilson 1996; Kootstra & Verma 
2002). Niillä on 36 kiloemäksen kokoinen lineaarinen genomi, joka on pakattu viruskapsidiin. 
Kapsidin sisällä oleva virusgenomi on rajattu käännetyillä terminaalisilla toistojaksoalueilla (ITR-
alue), ja se koostuu viidestä varhaisesta sekä yhdestä myöhäisestä transkriptioalueesta. Varhaiset 
geenit koodaavat säätelyproteiineja ja myöhäiset geenit rakenneproteiineja (Kootstra & Verma 
2002).   
 
Villityypin adenovirukset aiheuttavat kliinisiä oireita ripulista nielutulehdukseen (Wilson 1996). 
Rekombinanttiviruksen tuottamiseksi villityypin adenoviruksesta poistetaan viruksen jakautumista 
edesauttavat alueet (E1, E3) ja kloonataan tilalle mahdollinen hoitogeeni (Kootstra & Verma 2002). 
Adenovirusvektorit kykenevät vastaanottamaan noin 7 kiloemäksen kokoisia siirtogeenejä, ja niitä 
voidaan tuottaa suuria määriä korkeilla tiittereillä (Gruchala ym. 2004; Rissanen ym. 2004).  
18 
  
Muokattuja adenovirusvektoreita on käytetty onnistuneesti geenien siirrossa hengitysepiteeliin 
esimerkiksi kystisen fibroosin hoitamiseksi (Kay ym. 2001). Kyseiset vektorit ovat tehokkaita 
geeninkuljettimia myös lukuisiin muihin kudoksiin. Rekombinanttiadenovirus aiheuttaa 
lyhytaikaisen, noin 1-2 viikkoa kestävän siirtogeenin ilmentymisen (Ylä-Herttuala 2009). 
Adenovirusvektoreiden käyttöä rajoittaa niiden aiheuttaman ekspression lyhyt kesto ja 
tulehdusreaktiot isäntäsoluissa (Gruchala ym. 2004; Rissanen ym. 2004). Esimerkiksi Mäkisen ym. 
(2002) tekemässä tutkimuksessa puolet adenovirus-geeninsiirron saaneista potilaista kärsi lievästä 
kuumeilusta. 
 
Adenoviruksia on käytetty geeninkuljettimina syövän sekä sydän- ja verisuonisairauksien 
geeniterapiassa (Ylä-Herttuala & Alitalo 2003; Hakkarainen ym. 2005). Adenovirusvälitteistä 
VEGF-A-geeninsiirtoa on käytetty estämään pallolaajennuksen jälkeistä suonen uudelleen 
ahtautumista sepelvaltimoissa ja alaraajojen valtimoissa (Laitinen ym. 2000; Hedman 2003). 
Serotyyppi 5:een perustuvat adenovirusvektorit ovat tähän mennessä eniten käytettyjä vektoreita 
geenien siirtämisessä kardiovaskulaariseen järjestelmään (Giacca 2007). Syövän hoidossa 
adenoviruksia on mahdollista käyttää esimerkiksi muokkaamalla viruksen osia, jotka osallistuvat 
reseptorien tunnistukseen (Hakkarainen ym. 2005). Tällöin virus voi tunnistaa vaihtoehtoisen 
syöpäsolun reseptorin, jolloin geeninsiirto saadaan kohdennettua pelkästään syöpäsoluihin. 
 
2.4.2 Lentivirukset 
 
Lentivirukset kuuluvat retrovirusten alaluokkaan, ja niillä on luontainen kyky infektoida soluja, 
jotka eivät enää erilaistu (Gruchala ym. 2004). Lentivirukset muodostavat esi-
integraatiokomplekseja, jotka muodostuvat käänteistranskriptiosta ja integroitumisesta vastuussa 
olevista virusgenomin rakenteellisista proteiineista ja entsyymeistä. Esi-integraatiokompleksi 
mahdollistaa lentiviruksen genomin kuljettamisen tumaan sekä muun muassa lentiviruksiin 
kuuluvan ihmisen immuunikatovirustyypin-1 (HIV-1) replikoitumisen jakautumattomissa soluissa 
(Trono 2000). Lentivirukset sisältävät myös geenejä ja säätelyelementtejä, mitkä vastaavat RNA:n 
kuljetuksesta tumasta sytoplasmaan.  
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Lentivirusten täytyy ilmentää apuproteiineja säädelläkseen replikoitumistaan. Jotkut näistä 
apuproteiineista sitoutuvat virusgenomin alueisiin vaikuttaen geenien ilmentymiseen. Tästä syystä 
lentiviruksiin perustuvien vektorien täytyy sisältää samankaltaisia rakenteita, jotta geenien 
ilmentyminen on mahdollista (Hu & Pathak 2000). Ensimmäiset lentivirusvektorit tuotettiin 
ihmisen immuunikatoviruksesta (HIV-1) (Naldini ym. 1996). Lisäksi niitä on kehitetty ihmisen 
immuunikatovirustyyppi-2:sta (HIV-2) ja ei-kädellisten lentiviruksista kuten kissan ja apinan 
immuunikatoviruksista (FIV, SIV).   
 
Lentivirukset ovat hyviä geeninsiirtovektoreita, koska ne pystyvät transdusoimaan sekä jakautuvia 
että jakautumattomia soluja (Trono 2000; Gruchala ym. 2004). Ne aikaansaavat pitkäkestoisen 
siirtogeenin ekspression eivätkä aiheuta helposti immuunireaktioita. Lentivirukset pystyvät 
transdusoimaan hematopoieettisia kantasoluja ja saattavat olla tehokkaita myös kasvainsolujen 
transdusoimisessa (Pellinen ym. 2004; Wiznerowicz & Trono 2005). Geeniterapiassa huolen 
aiheena on lentivirusten liittyminen HIV-infektioihin (Morris ym. 2004).  Yksi lupaava 
lentivirusvektoreiden sovellusalue on sellaisten solujen ex vivo transduktiot, joita on muuten vaikea 
transdusoida (Callewaert 2007). Tällaisia soluja ovat esimerkiksi ihmisen haimasaarekkeen solut. 
 
Lentiviruksilla on pystytty transdusoimaan sekä vastasyntyneiden että aikuisten sydänlihassoluja, 
minkä vuoksi niiden on ajateltu olevan potentiaalisia vektoreita myös sydän- ja verisuonisairauksien 
geeniterapiassa (Zhao ym. 2002; Sakoda ym. 2003). Vektorien soveltamista ihmiskäyttöön 
kuitenkin rajoittaa niiden mahdollinen riski aiheuttaa syövän muodostumista. Riski perustuu 
vektorien kykyyn aiheuttaa lisääntynyttä mutageneesiä sekä monissa geeniterapian vektoreissa 
laajalti käytetyn, siirtogeenin ilmentymistä lisäävän, metsämurmelin hepatiittiviruksen 
posttranskriptionaalisen responsiivisen elementin (WRPE) esionkogeeniseen vaikutukseen 
(Schroder ym. 2002; Kingsman ym. 2005). Vaikka syövän kehittymistä on harvoin havaittu 
tutkimuksissa, on lentivirusvektoreihin perustuvaa geeniterapiaa saaneiden vakavaa 
immuuniajaussairautta (SCID) sairastavien potilaiden keskuudessa kuitenkin tavattu kolme 
leukemiatapausta (Cavazzana-Calvo ym. 2005). 
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2.4.3 AAV  
 
Adeno-assosioidut virukset (AAV) ovat 4.7 kiloemäksen kokoisia pieniä ja vaipattomia 
yksijuosteisia DNA-viruksia, jotka kuuluvat Parvovirusten perheeseen ja Dependovirusten sukuun 
(Srivastava ym. 1983; Giacca 2007; Daya & Berns 2008). AAV-virukset eivät yksinään ole 
patogeenisiä eivätkä jakaudu itsestään, vaan tarvitsevat auttajaviruksen jakautuakseen isäntäsolussa 
(Koosta & Verma 2003).  
 
AAV:n villityypin genomi koostuu Kuvan 3A mukaisesti kahdesta avoimesta lukukehyksestä, rep 
ja cap, joita reunustavat ITR-alueet (Koostra & Verma 2003). Cap koodaa rakenneproteiineja VP-1, 
VP-2 ja VP-3, jotka muodostavat viruksen kapsidin, kun taas rep tuottaa säätelyproteiineja, Rep78, 
Rep68, Rep52 ja Rep40 (Snyder 1999). Säätelyproteiineista Rep78 ja Rep68 ovat erityisen tärkeitä, 
sillä ne säätelevät AAV:n geeninilmentymistä sekä auttajaviruksen läsnäollessa että puuttuessa. 
Lisäksi niitä vaaditaan DNA:n replikaatioon. ITR:ien tärkein tehtävä on DNA:n replikaatio, mutta 
ne ovat välttämättömiä myös AAV:n genomin pakkauksessa, transkriptiossa, epäedullisten 
olosuhteiden negatiivisessa säätelyssä ja paikkaspesifisessä integraatiossa. Villityypin AAV 
(serotyyppi 2) voi integroitua piilevästi kromosomiin 19q13.4 osoittautuen ainoaksi nisäkkäiden 
DNA-virukseksi, jonka tiedetään pystyvän integroitumaan paikkaspesifisesti (Daya & Berns 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3. AAV-vektorit.  A) AAV-virusgenomi (villityyppi). B) AAV-vektori. C) Replikoimaton 
AAV-vektori (mukaillen Kootstra & Verma 2003).  
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Vektoreina käytettävien virusten genomia muokataan usein niin, että siitä puuttuu viruksen 
replikaation kannalta keskeinen geeni, jolloin virukset eivät kykene lisääntymään infektoimissaan 
soluissa. AAV-vektorissa rep ja cap geenit korvataan promoottorilla ja siirrettävällä geenillä (Kuva 
3B) (Kootstra & Verma 2003). AAV2-virukset tarvitsevat auttajavirusta optimaaliseen 
replikaatioon (Merten 2005; Srivastava 2008). Auttajaviruksen puuttuessa AAV2-genomi 
integroituu paikkaspesifisesti ihmisen 19. kromosomiin. Auttajaviruksena voi toimia joko 
adenovirus tai herpesvirus (Daya & Berns 2008). Vektoria tuotettaessa tarvittavat geenit, cap ja rep, 
saadaan auttajaplasmidilta (Kuva 3C).  
 
Tähän mennessä villityypin AAV-viruksia on löydetty 12 ihmisen serotyyppiä ja yli sata muiden 
kädellisten serotyyppiä, jotka ovat kooltaan ja rakenteeltaan samankaltaisia. (Favre ym. 2001; 
Merten 2005; Giacca 2007). Poikkeavin serotyyppi on AAV5, jolla on huomattavasti suurempi 
ITR-alue. Geeniterapian rekombinantti-AAV-vektorit (rAAV) pohjautuvat useimmin AAV-2 
serotyyppiin. Vaihtoehtoisista serotyypeistä on aktiivisesti kehitelty rAAV:itä, joiden toimivuus 
perustuu niiden samankaltaiseen rakenteeseen, mutta erilaisiin muunnelmiin ja immunologisiin 
ominaisuuksiin (Merten 2005). Eri serotyypeistä kehitetyt vektorit voivat transdusoida muun 
muassa lihaksia, maksaa, aivoja, verkkokalvoa ja keuhkoja (Srivastava ym. 1983; Merten 2005; 
Daya & Berns 2008). Serotyyppien hakeutumista tiettyihin kudoksiin voidaan hyödyntää 
kudosspesifisen geeninilmentymisen aikaansaamiseksi.  
 
Nykyisten geeninsiirtotarkoitukseen muokattujen rAAV:iden ei tiedetä integroituvan genomiin, 
mutta ne aiheuttavat tutkitusti pitkäkestoisen geeninsiirtovaikutuksen kohdesoluissa (Niemeyer ym. 
2009; Stieger ym. 2009).  AAV-vektorit sisältävät vain noin 300 virussekvenssin nukleotidia 
transkriptoimattomien ITR:ien muodossa, mikä vähentää niiden riskiä rekombinoitua villityypin 
viruksen kanssa (Coura 2007). Tämä lisää AAV-vektoreiden käyttöturvallisuutta kliinisissä 
kokeissa. Adenoviruksesta eroten AAV sitoutuu solun pinnalla olevaan hepariinisulfaattiin, mikä 
rajoittaa sen diffuusiota kudoksessa (Summerford & Samulski 1998).  
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AAV:n on osoitettu transdusoivan tehokkaasti luurankolihasta, sydänlihasta ja verisuonia (Svensson 
ym. 1999; Monahan & Samulski 2000). AAV-vektoria on käytetty onnistuneesti VEGF-A:n 
kuljettamisessa kanin iskeemiseen takaraajan verenkierron lisäämiseksi (Karvinen ym. 2001). 
Tutkimuksessa osoitettiin, että AAV-VEGF-A-geeninsiirto edisti pitkäkestoista angiogeneesiä 
näinkin suurella eläimellä. AAV:hen perustuvat vektorit ovat lupaavia työkaluja myös syöpään 
kohdistetussa soluja tuhoavassa geeninsiirrossa. Kohlschütter ym. (2010) tuottivat diphtherua 
toksiini A:ta ja esiapoptoottista PUMA-proteiinia sisältäviä AAV-vektoreita, jotka tuhosivat 
onnistuneesti kasvainsoluja. 
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
AAV-välitteisellä geeninsiirrolla on mahdollista saavuttaa pitkäaikainen geeninilmentyminen 
kohdekudoksessa. Tässä työssä tavoitteena oli kloonata AAV-2-serotyypin virusvektoriin kaksi 
merkkigeeniä, LacZ ja GFP sekä kaksi hoitogeeniä, hiiren HIF-1α ja HIF-2α. Tavoitteena oli lisäksi 
tuottaa näistä plasmidivektoreista virusvektorit ja osoittaa niiden toimivuus soluviljelmässä. pAAV- 
ja AAV-konstruktien toiminnallisuutta mitattiin kalsiumosfaattitransfektioilla ja 
virustransduktioilla. HIF:ien ilmentymistä mitattiin sekä lähetti-RNA- että proteiinitasolla.  
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4 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
4.1 pAAV- plasmidien kloonaus   
 
Kontrolligeenit LacZ, joka sisälsi tumalokalisaatiosignaalin NLS (3224 ep), ja GFP (686 ep) 
kloonattiin pAAV-MCS-vektoriin (4700 ep) (Stratagene) AAV-kontrollivirusten tuottamista varten. 
Hiiren HIF-1α (2500 ep) ja hiiren HIF-2α (2624 ep) kloonattiin pAAV-MCS-vektoriin puolestaan 
verisuonten muodostukseen vaikuttavien rekombinanttivirusten tuottamiseksi. LacZ_NLS irrotettiin 
pENTRY-LacZ-plasmidista HindIII-restriktioentsyymillä (10 u/µl, Fermentas) ja pAAV-MCS-
vektoriplasmidi avattiin samalla entsyymillä. GFP irrotettiin pSWOP-GFP-plasmidista kahdessa 
vaiheessa: ensin digestoitiin SalI-restriktioentsyymillä (10 u/µl, Fermentas), minkä jälkeen 
digestoitu plasmidi puhdistettiin Qiagenin pylväällä, ja digestioita jatkettiin BamHI-
restriktioentsyymillä (10 u/µl, Fermentas).  pAAV-MCS -vektoriplasmidi avattiin samoilla 
entsyymeillä. HIF-1α irrotettiin pFLAG-CMV2-mHIF-1α(PD402/563AA) -plasmidista EcoRI- ja 
XhoI-restriktioentsyymeillä (10 u/µl, Fermentas), ja HIF-2α irrotettiin pAdCMV-HIF-2α -
plasmidista XbaI- ja XhoI-restriktioentsyymeillä (20 u/µl, NEB). pAAV-MCS -vektoriplasmidit 
HIF:ien kloonaamista varten avattiin samoilla entsyymeillä kuin millä insertit irrotettiin.  Inserttien 
digestoinnissa reaktioseoksia inkuboitiin n. 1,5 h +37 ºC:ssa. Vektorien digestoinnissa 
vektoriplasmidit käsiteltiin alkaalisella fosfataasilla (CIAP, Promega) tunnin digestion jälkeen 5’-
fosfaattiryhmien poistamiseksi. CIAP-käsittelyjä inkubointiin 30 min, minkä jälkeen käsittely 
pysäytettiin 15 min +85 ºC:ssa. 
 
GFP-, HIF-1α- ja HIF-2α -insertit ajettiin 1 % agaroosigeelille Tris/Borate/EDTA-puskurissa 
(TBE). LacZ-insertille käytettiin 0,9 % geeliä. Oikean kokoiset vektori- ja inserttipalat eristettiin 
geeliltä Gel Extraction -kitillä (Qiagen), ja niiden DNA-pitoisuudet mitattiin NanoDrop-laitteella 
(ND-1000 Spectrophotometer). Insertit ja vektorit liitettiin yhteen T4 DNA-ligaasilla (Fermentas) 
inkuboiden 16 h +16 ºC:ssa. Ligaatiotuotteet transformoitiin E. colin DH5α-soluihin lämpöshokin 
avulla 45 s +42 °C:ssa. SOC-mediumissa kasvatuksen (1 h, +37 °C, 230 rmp) jälkeen solut 
maljattiin Luria Bertani -kasvatusliuosta (LB-Amp) sisältäville maljoille ja kasvatettiin yön yli +37 
°C:ssa. Maljoilta poimittiin kymmenen pesäkettä minilysaatteja varten 1 x LB-Amp -mediumiin ja 
kasvatettiin yön yli +37 ºC:ssa.  
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Minilysaateista eristettiin plasmidi-DNA:t Spin Miniprep -kitillä (Qiagen) valmistajan ohjeiden 
mukaisesti. Sentrifugoidut solupelletit suspensoitiin P1-puskuriin. Solut lyysattiin lisäämällä P2-
puskuria. SDS ja bakteeri-DNA saostettiin lisäämällä P3-puskuria. Sakka sentrifugoitiin ja 
supernatantti otettiin talteen. Plasmidi-DNA saostettiin absoluuttisella etanolilla ja pestiin 70 % 
etanolilla. Plasmidi-DNA liuotettiin 20 µl:aan steriiliä vettä.  
 
Plasmideille tehtiin digestiot kloonausten onnistumisen tarkastamiseksi. pAAV-LacZ:lle käytettiin 
EcoRI- ja XbaI Fast Digest-restriktioentsyymejä (Fermentas), ja pAAV-GFP:lle BamHI- ja SalI 
Fast Digest -restriktioentsyymejä (Fermentas). pAAV-HIF-1α:lle käytettiin SacI-
restriktioentsyymiä (Fermentas) ja pAAV-HIF-2α:lle NaeI-restriktioentsyymiä (NEB). 
 
Plasmidien digestiotuotteet ajettiin 1 % agaroosigeelille 0,5 x TBE-puskurissa. Oikeiden kloonien 
plasmidi-DNA -pitoisuudet mitattiin, ja insertit sekvensoitiin pAAV-mcsFw -alukkeella 
MegaBACE 750-laitteella (GE Healthcare). Kustakin plasmidista valittiin yksi, josta tehtiin kahden 
litran massakasvatus 1 x LB-Amp -liuoksessa. Massakasvatuksen jälkeen plasmidi-DNA:t 
eristettiin EndoFree Giga -kitillä (Qiagen), ja niiden koko tarkistettiin tarkastusdigestiolla, jossa 
käytettiin samoja entsyymejä kuin minilysaattien tarkastusdigestioissa. Lopuksi eristettyjen 
plasmidi-DNA:iden pitoisuudet mitattiin NanoDrop-laitteella (ND-1000 Spectrophotometer). 
  
4.2 Kalsiumfosfaattitransfektiot 
 
Plasmideihin kloonattujen geenien ilmentymisen osoittamiseksi tehtiin kalsiumfosfaattitransfektiot 
ihmisen munuaissolulinjan soluille (293T-solut). GFP- ja LacZ-transfektioissa käytettiin 6-
kuoppalevyjä, joille maljattiin 200 000 solua/kuoppa. HIF-1α - ja HIF-2α -transfektioissa käytettiin 
10 cm:n maljoja, joille maljattiin soluja samassa suhteessa. Ennen transfektioita 6-kuoppalevyille 
vaihdettiin 2 ml:aa ja 10 cm:n maljoille 10 ml:aa tuoretta mediumia (Modified Eagle’s Medium + 
10 % FBS, 1 % penisilliini streptomysiini).  
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LacZ- ja GFP-plasmideja transfektoitiin molempia kahta eri määrää: 3,7 µg:aa ja 5,0 μg:aa per 
kuoppa. HIF-plasmideja transfektoitiin kumpaakin 50 μg:aa per malja. Jokaiselle plasmidimäärälle 
tehtiin rinnakkaiset transfektiot. Transfektioseoksiin käytettiin plasmidien lisäksi 2,5 M CaCl2:ia, 
0,1 x Tris-EDTA -puskuria (TE-puskuri) ja 2 x Hepes puskuroitua suolaliuosta (HBS) 178 µl:n 
tilvavuudessa/kuoppa. Seokset valmistettiin pipetoimalla ensin plasmidit TE-puskuriin, minkä 
jälkeen lisättiin CaCl2 ja vorteksoitiin. Viimeisenä lisättiin tipoittain HBS samalla vorteksoiden. 
Seoksia inkuboitiin 15 min huoneenlämmössä ja lisättiin tipoittain kuopille/maljoille. Seuraavana 
aamuna soluille vaihdettiin tuore medium. Soluja kasvatettiin 48 h transfektioista (+37 ºC, 5 % 
CO2) ennen solujen keräystä. 
 
4.3 Fluoresenssimikroskopia 
 
GFP havaittiin plasmiditransfektioiden jälkeen kuvaamalla fluoresoivat solut 
fluoresenssimikroskoopilla (Olympus IX71, TH4 200). Transfektiotehokkuutta eri plasmidimäärillä 
arvioitiin silmämääräisesti. 
 
4.4 X-gal -värjäys 
 
pAAV-LacZ -transfektoituneiden solujen havaitsemiseen käytettiin X-gal -värjäystä. Värjäys 
aloitettiin pesemällä transfektoidut solut kerran fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS). Pesun 
jälkeen solut kiinnitettiin 1,25 %:lla glutaraldehydillä 20 min, minkä jälkeen glutaraldehydi 
poistettiin, ja solut pestiin neljästi PBS:llä. Lopuksi kuopille lisättiin X-gal -väriliuosta (PBS, 50 
mM ferri-ferrosyanidi, 2 % X-gal, 1 M MgCl2), ja inkuboitiin yön yli +37 °C:ssa. Värjäytyneet 
solut kuvattiin seuraavana päivänä mikroskoopilla (Olympus IX71, TH4 200). 
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4.5 RNA:n eristys   
 
HIF-1α - ja HIF-2α -plasmideilla transfektoiduista soluista eristettiin totaali-RNA:t TRI-reagenssilla 
(TRI
® 
Reagent, Sigma Life Science). Solut hajotettiin 1 ml:lla TRI-reagenssia. RNA erotettiin 
DNA:sta ja proteiineista lisäämällä putkiin 200 µl:aa kloroformia. Sentrifugoimalla näytteitä 5 min 
+4 °C:ssa, 12000 g, saatiin eroteltua kolme faasia, joista ylin kirkas faasi sisälsi RNA:n. RNA-faasi 
pipetoitiin uuteen putkeen, ja RNA saostettiin isopropanolilla ja sentrifugoitiin 10 min +4 °C:ssa, 
12 000 g. Saostamisen jälkeen syntyneet pelletit pestiin 75 % etanolilla ja sentrifugoitiin 15 min +4 
°C:ssa, 7 500 g. Pesujen jälkeen kaikki etanoli poistettiin, ja pelletit liuotettiin steriiliin veteen, 
johon oli lisätty 1 u/µl RiboLock
™ 
Rnaasi-inhibiittoria (Fermentas). Näytteitä pidettiin RNA:n 
liukenemisen varmistamiseksi 5 min +55 °C:ssa. Lopuksi RNA-pitoisuudet mitattiin NanoDrop-
laitteella.  
 
DNA-kontaminaation välttämiseksi eristetyille RNA:ille tehtiin DNaasi-käsittely 50 µl:n 
tilavuudessa steriiliä vettä, joka sisälsi 10 µg:aa RNA:ta. Näytteisiin lisättiin DNaasia (Fermentas) 
sekä 10 x DNaasi-puskuria (Fermentas), ja seosta inkuboitiin 30 min +37 ºC:ssa. DNaasin 
inaktivoimiseksi lisättiin DNaasi-inaktivaatioreagenssia (Fermentas) ja inkuboitiin 2 min +25 
ºC:ssa, minkä jälkeen seosta sentrifugoitiin 1,5 min 10 000 g, ja RNA:t siirrettiin puhtaisiin putkiin. 
 
4.6 cDNA-synteesi ja PCR 
 
DNaasi-käsitellyistä RNA-näytteistä otettiin 10 µl:aa cDNA-synteesiin, ja jokaiseen näytteeseen 
lisättiin 1 µl random hexamer -aluketta (Promega). Näytteitä inkuboitiin 
polymeraasiketjureaktiolaitteessa (PCR-laite) (PTC-200 Peltier Thermal Cycle, MJ Research, GMI) 
5 min +70 ºC:ssa. Inkuboinnin jälkeen valmistettiin reaktioseos, joka sisälsi 10 mM dNTP:tä 
(Fermentas), 40 U ribonukleaasi-inhibiittoria (Fermentas), 5 x reaktiopuskuria (Promega) ja 200 U 
käänteistranskriptaasi M-MLV:tä (Fermentas) 9 µl:n tilavuudessa. Lisäksi valmistettiin reaktioseos 
-RT-näytteille, missä entsyymi korvattiin vedellä. cDNA-synteesiohjelmana käytettiin 25 ºC 10 
min, 42 ºC 60 min, 70 ºC 10 min ja 4 ºC ∞. cDNA:t säilytettiin -20 ºC:ssa.  
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HIF-1α:n ja HIF-2:n lähetti-RNA:n muodostumista testattiin PCR:llä edellä valmistetuista cDNA-
näytteistä. Reaktioseokseen käytettiin 10 mM dNTP:tä (Fermentas), 10 x puskuria (Finnzymes), 20 
µM HIF-1α/HIF-2α -alukkeita ja 250 U Dynazyme-entsyymiä (Finnzymes) 49 µl:n tilavuudessa. 
HIF:ien alukesekvenssit olivat: HIF-1α (f): 5’- GCT TGC TCA GTT GCC AC -3’ ja HIF-1α (r): 5’- 
GGG CCA TTT CTG TGT GTA AGC -3’ sekä HIF-2α (f): 5’- GAC CAT GAG GAG ATC CGT 
GAG A -3’ ja HIF-2α (r): 5’- CTA ACA TCC GGT ACT GGC CAG A -3’. PCR ajettiin 
seuraavalla ohjelmalla: 
 
96 ºC  4 min  
96 ºC  45 s 
59 ºC  45 s       x 35 
72 ºC  90 s 
72 ºC  10 min 
4   ºC  ∞ 
 
PCR-ajon jälkeen näytteisiin lisättiin 6 x näytepuskuria, ja näytteet ajettiin 1 % agaroosigeelille 
TBE:ssä.  
 
4.7 Tumaekstraktien eristys 
 
HIF-1α- ja HIF-2α -plasmidien tuottamien proteiinien havaitseminen aloitettiin eristämällä 
tumaekstraktit Western blot -analyysia varten HIF-1α - ja HIF-2α -transfektoiduista soluista NE-
PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents -kitillä (Thermo Scientific). Transfektoidut 
solut trypsinoitiin ja solupelletit punnittiin. Solupellettien painon mukaisesti valmistettiin 
sytoplasman ja tuman eristysreagenssi-liuokset (CERI, NER) sytoplasman erottelemiseksi ja tumien 
hajottamiseksi, ja lisättiin niihin Complete proteinaasi-inhibiittoria (Roche) 1:50. Solupelletteihin 
lisättiin lasketut tilavuudet CERI-puskuria, minkä jälkeen niitä vorteksoitiin ja inkuboitiin jäillä 10 
min. Tämän jälkeen lisättiin CERII ja vorteksoitiin yksi kerrallaan 5 s, minkä jälkeen solupelletit 
jätettiin jäille. Näytteitä vorteksoitiin uudestaan 5 s ja sentrifugoitiin 5 min, 16 000 g. Supernatantit 
(sytoplasma) siirrettiin välittömästi uusiin putkiin, ja jäljelle jääneet tumapelletit suspensoitiin 
NER:iin. Näytteet vorteksoitiin ja pidettiin jäillä 40 min, jonka aikana niitä vorteksoitiin joka 
kymmenes minuutti 15 s. Lopuksi näytteitä sentrifugoitiin 10 min, 16 000 g, ja kerättiin 
tumaekstraktit välittömästi uusiin putkiin ja säilytettiin -70 °C:ssa.  
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4.8 Western blot-analyysi 
 
HIF-1α - ja HIF-2 -proteiinien ilmentyminen transfektoiduissa soluissa osoitettiin tumaekstrakteille 
tehdyllä Western Blot -analyysilla.  Tumaekstrakteihin lisättiin redusoivaa 4 x natrium 
dodekyylisulfaatti-puskuria (SDS), ja näytteet ajettiin 10 % SDS-PAGE-geelille. Elektroforeesin 
avulla erotellut proteiinit siirrostettiin geeliltä nitroselluloosamembraanille (BioRad). Vasta-aineen 
sitoutuminen epäspesifisiin kohtiin estettiin blokkaamalla membraani 5 % maitojauhe-1xTBS/0,1 % 
Tween -liuoksella. Primäärivasta-aineina käytettiin hiiressä tuotettuja ihmisen HIF-1α:aa vastaan 
olevia vasta-aineita (IgG) (Novus Biologicals), jotka laimennettiin blokkausliuokseen 1:500. 
Sekundäärivasta-aineena oli piparjuuriperoksidaasi (HRP) -konjugoitu hiiren IgG (Thermo 
Scientific), joka laimennettiin blokkausliuokseen 1:1000. Proteiinien detektioon käytettiin ECL Plus 
Western blotting Detection System -detektioliuosta (GE Healthcare), ja membraanit kuvattiin 
kuvantamislaitteella hyödyntäen fluoresenssia (Typhoon 9400, Variable Mode Imager, GE 
Healthcare).  
 
4.9 AAV-virusten tuottaminen 
 
Virustuotossa edettiin Kuvan 4 mukaisesti käyttäen pohjana Stratagenen helper free system -
menetelmää. Virukset tuotettiin 293T-soluissa, joita maljattiin 30 maljaa jokaista virustuottoa 
varten. Seuraavana päivänä solujen jaosta ne transfektoitiin kalsiumfosfaattitransfektiolla. 
Transfektioissa käytettiin kutakin pAAV-MCS-vektoria (GFP, LacZ, HIF-1α ja HIF-2α) sekä 
auttajaplasmidia. Vektoria laitettiin maljalle 30 µg:aa ja auttajaplasmidia 90 µg:aa.  
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  Kuva 4. AAV-vektorien tuottaminen (mukaillen Giacca 2007). 
 
Transfektioseokset tehtiin kerralla viidelle maljalle seuraavasti: plasmidi-DNA:t sekoitettiin ensin 
0,1 x TE-puskuriin, minkä jälkeen lisättiin CaCl2. Viimeisenä lisättiin 2 x HBS tipoittain, samalla 
vorteksoiden. Seosta inkuboitiin huoneenlämmössä 30 min, ja seos lisättiin maljoille, joita 
kasvatettiin yön yli inkubaattorissa +37 °C:ssa. Seuraavana aamuna soluille vaihdettiin tuore 
medium. 
 
72 h kuluttua transfektioista solut suspensoitiin mediumiin. Solut kerättiin talteen sentrifugoimalla 
suspensiota 3 min +4 °C:ssa, 1200 rpm, minkä jälkeen ne resuspensoitiin 14 ml:aan lyysipuskuria 
(0,15 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5). Solususpensioita jäädytettiin ja sulatettiin kolme kertaa. 
Jokaisen sulatuksen jälkeen vorteksoitiin 45 s. Suspensioon lisättiin bentsonaasia ja inkuboitiin 30 
min +37 °C:ssa vesihauteessa. Suspensio sentrifugoitiin, ja kirkas lysaatti siirrettiin uusiin putkiin ja 
lisättiin lyysipuskuria. Virusta sisältävä faasi erotettiin sentrifugoimalla (jodiksanoli gradientti) 2 h 
40 min +18 °C:ssa, 40 000 g, ja puhdistettiin nestekromatografialla (FPLC).  
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Puhdistettu virus dialysoitiin ja suodatettiin, minkä jälkeen virukset jaettiin eriin. Viruserät 
pakastettiin -70 °C:een. Virusten tiitterit (GFP: 8 x 10
10
 vg/ml, LacZ_NLS: 6 x 10
10
 vg/ml, HIF-1α: 
1 x 10
11
 vg /ml, HIF-2: 2,7 x 10
11
 vg/ml) määritettiin LL Elisa Vähäkankaan toimesta 
kvantitatiivisella PCR-menetelmällä (qPCR).  
 
4.10 Virustransduktiot  
 
Kaikki tuotetut AAV-virukset transdusoitiin 293T-soluihin virusten toiminnallisuuden 
osoittamiseksi. AAV-HIF -virukset transdusoitiin lisäksi myös kohdunkaulan syöpäsolulinjaan 
(Hela-solut). 6-kuoppalevyille maljattiin 300 000 solua/kuoppa ja 10 cm:n maljoille 600 000 solua. 
Transduktioita varten valittiin sopivat MOI:t (virusmäärä/solu), joita vastaavat virustilavuudet 
laskettiin seuraavasti virusten tiittereitä ja maljattua solumäärää apuna käyttäen: 
 
 MOI x transfektiossa käytetty solumäärä/viruksen tiitteri MOI:ta vastaava virusmäärä, µl 
 
AAV-GFP transdusoitiin 6-kuoppalevyille MOI:lla 500, 1000 ja 5000. AAV-LacZ transdusoitiin 
kuoppalevyille MOI:lla 500, 1000, 10 000 ja 20 0000 ja maljoille MOI:lla 1000, 5000, 10 000 ja 
20 000. AAV-HIF:t transdusoitiin kuoppalevyille MOI:lla 5000, 10 000 ja 20 000 sekä maljoille 
MOI:lla 1000, 5000, 10 000 ja 20 000. Seuraavana aamuna vaihdettiin soluille tuore medium 
(Modified Eagle’s Medium + 10 % FBS, 1 % Pen-Strep). Solut kerättiin 48 h kuluttua 
transduktioista. 
 
Suuremmilla MOI:lla (5000, 10 000 ja 20 000) transdusoitaessa käytettiin AAV-LacZ:lla ja AAV-
HIF:eillä hieman erilaista metodia. 6-kuoppalevyille vaihdettiin 1,5 ml:aa mediumia (basal medium, 
1 % Pen-Strep) tunti ennen transduktioita, ja tunti transduktioiden jälkeen lisättiin 1,5 ml:aa 
mediumia (basal medium, 1 % Pen-Strep, 20 % FBS). Seuraavana aamuna soluille vaihdettiin tuore 
medium kuten edellä. 
 
AAV-GFP - ja AAV-LacZ -virustransduktioiden jälkeen GFP ja LacZ detektoitiin kuten kohdissa 
4.3 ja 4.4. HIF:ien ilmentymien analysoitiin AAV-HIF-1α - ja AAV-HIF-2α -transdusoiduista 
soluista RT-PCR:llä (kuten 4.5–4.6) ja Western blot -menetelmällä (kuten 4.7–4.8). HIF-virusten 
tuottamia proteiineja tunnistettaessa käytettiin 1:100 laimennosta.   
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5 TULOKSET 
 
5.1 Plasmidien kloonaus 
 
Kontrolligeenit LacZ_NLS ja GFP sekä hoitogeenit hiiren HIF-1α ja hiiren HIF-2α kloonattiin 
pAAV-MCS-vektoriin AAV-virustuottoa varten. Kloonauksen ensimmäisessä vaiheessa insertit 
irrotettiin emoplasmideistaan ja pAAV-MCS-vektori linearisoitiin. Digestiotuotteet ajettiin 
agaroosigeelille, josta ne leikattiin irti kloonausta varten. Kuvassa 5 ovat digestoidut vektorit ja 
insertit. Digestiot onnistuivat odotetusti. LacZ_NLS-insertti oli 3224 emäsparia, GFP-insertti 748 
emäsparia, HIF-1α-insertti 2500 emäsparia ja HIF-2α-insertti 2624 emäsparia. pAAV-MCS-
vektoriplasmidin koko oli 4700 emäsparia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Digestoidut insertti- ja vektoriplasmidit. 1) Sirkulaarinen pAAV-MCS, 2) Linearisoitu 
pAAV-MCS, 3) Digestoitu emoplasmidi. Molekyylipainomarkkerina Mass Ruler DNA Ladder Mix 
(Fermentas). 
 
Kuvassa 6 on esitetty kloonattujen pAAV-MCS-plasmidien digestiot massakasvatuksen jälkeen. 
Digestiotuotteiden koot osoittivat, että kloonaukset onnistuivat ja insertti kloonautui oikein päin, 
jolloin digestiotuotteet geelillä ovat seuraavat: pAAV-LacZ 6711 ja 1214 ep, pAAV-GFP 4638 ja 
748 ep, pAAV-HIF-1α 6443 ja 757 ja pAAV-HIF-2α 3926 ja 3398 ep.  
33 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 6. Massakasvatuksesta eristettyjen pAAV-plasmidien digestiot. 
Molekyylipainomarkkerina Mass Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas). 
 
5.2 Merkki- ja hoitogeenien ilmentymien transfektoiduissa 293T-soluissa 
 
5.2.1 GFP:n ilmentyminen  
 
pAAV-GFP-plasmidin tuottama fluoresoiva GFP havaittiin fluoresenssimikroskopialla. Kuvassa 7 
on fluoresenssimikroskoopilla kuvatut pAAV-GFP -transfektoidut 293T-solut. Eri plasmidimäärillä 
transfektoitujen kuoppien välillä havaittiin selkeä ero. Kuopilla, joihin transfektoitiin 3,7 µg:aa 
pAAV-GFP:tä on huomattavasti enemmän positiivisia soluja kuin kuopilla, joihin transfektoitiin 5 
µg:aa pAAV-GFP:tä (Kuva 7). Kontrollisoluissa ei havaittu fluoresenssia. 
 
           Kuva 7. GFP:n ilmentyminen pAAV-GFP:llä transfektoiduissa 293T-soluissa.  
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5.2.2 β-galaktosidaasi -aktiivisuus  
 
pAAV-LacZ -plasmidin tuottama β-galaktosidaasi havaittiin X-gal -värjäyksellä, jossa 
transfektoituneet solut näkyvät sinertävinä. Kuvassa 8 on X-gal -värjätyt pAAV-LacZ:lla 
transfektoidut 293T-solut. Värjäys osoitti, että transfektoidut solut ilmensivät β-galaktosidaasia. 
Transfektiotehokkuudessa ei silmämääräisesti havaittu eroja 3,7 µg:n ja 5 µg:n välillä. 
Transfektoimattomissa soluissa ei havaittu värjäytymistä.  
      Kuva 8. β-galaktosidaasi -aktiivisuus pAAV-LacZ:lla transfektoiduissa 293T-soluissa.  
 
5.2.3 HIF-geenien ilmentyminen  
 
HIF-1α - ja HIF-2α -lähetti-RNA:n ilmentyminen plasmiditransfektioiden jälkeen varmistettiin RT-
PCR:llä (Kuva 9). HIF-1α:n ilmentyminen pAAV-HIF-1α:lla transfektoiduissa 293T-soluissa oli 
voimakkaampaa kuin transfektoimattomissa soluissa, jotka ilmensivät pelkkää endogeenistä 
ihmisen HIF-1α:aa. Myös HIF-2α ilmentyi transfektoiduissa soluissa, eikä transfektoimattomissa 
soluissa havaittu lainkaan endogeenistä ihmisen HIF-2α:aa. Mukana olleet -RT-näytteet osoittivat 
tuotteiden alkuperän olleen varmasti HIF lähetti-RNA:ta eikä genomista DNA:ta. 
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Kuva 9. HIF-1α - ja HIF-2α -geenien ilmentyminen 293T-soluissa. NP: Transfektoimattomat 
solut. 1a: HIF-1α: 345 ep. PK1: HIF-1α-positiivikontrolli. 2a: HIF-2α 516 ep. PK2: HIF-2α-
positiivikontrolli. NK: negatiivikontrolli (vesi). –RT: käänteistranskriptaasi-vapaa näyte. 
Molekyylipainomarkkerina Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas). 
 
5.2.4 HIF-proteiinien ilmentyminen 
 
pAAV-HIF-1α - ja pAAV-HIF-2α -plasmidien tuottamat HIF-proteiinit havaittiin transfektoitujen 
293T-solujen tumaekstrakteista Western blot -menetelmällä. Primäärivasta-aineena käytettiin 
hiiressä tuotettua ihmisen HIF-1α:n tunnistavaa monoklonaalista IgG:tä ja sekundäärivasta-aineena 
HRP-konjugoitua hiiren IgG:tä.  
 
Transfektoidut solut tuottivat sekä HIF-1α- että HIF-2α -proteiineja (Kuva 10). 
Transfektoimattomat solut eivät ilmentäneet lainkaan endogeenistä HIF-1α -proteiinia, mutta ne 
ilmensivät endogeenistä HIF-2α -proteiinia (Kuva 10). HIF-2α:n ilmentyminen transfektoiduissa 
soluissa oli kuitenkin voimakkaampaa kuin transfektoimattomissa soluissa.  
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Kuva 10. HIF-1α - ja HIF-2α -proteiinien ilmetyminen 293T-soluissa. NP: transfektoimattomat 
solut. HIF-1a: 120 kDa. HIF-2a: 118 kDa. Molekyylipainomarkkerina Page Ruler
TM
 Plus Prestained 
Protein Ladder (Fermentas).  
 
5.3 Merkki- ja hoitogeenien ilmentyminen transdusoiduissa 293T- ja Hela 
soluissa 
 
5.3.1 GFP:n ilmentyminen 
 
AAV-GFP -viruksen tuottama GFP havaittiin kuvaamalla transdusoidut 293T-solut 
fluoresenssimikroskoopilla (Kuva 11). Transfektiotehokkuus parani MOI:n kasvaessa.  
Transfektoimattomat solut eivät ilmentäneet GFP:tä.
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Kuva 11. GFP:n ilmentyminen AAV-GFP:llä transdusoiduissa 293T-soluissa. Objektiivin 
suurennus 10 x.  
 
5.3.2 β-galaktosidaasi-aktiivisuus 
 
AAV-LacZ -viruksen tuottama β-galaktosidaasi havaittiin X-gal -värjäyksellä. Kuvassa 12 ovat 
AAV-LacZ -viruksella transdusoidut 293T-solut. Transduktiotehokkuus oli heikko jokaisella 
käytetyllä MOI:illa. Myöskään LacZ:n tumalokalisaatiota ei nähty värjätyistä soluista. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 12. β-galaktosidaasi -aktiivisuus AAV-LacZ:lla transdusoiduissa 293T-soluissa.  
 
38 
  
5.3.3 HIF-geenien ilmentyminen 
 
HIF-1α - ja HIF-2α -geenien ilmentymistä transdusoiduissa Hela- ja 293T-soluissa tutkittiin RT-
PCR:llä (Kuva 13). AAV-HIF-1α -viruksella transdusoidut 293T- ja Hela-solut tuottivat yhtä paljon 
HIF-1α:aa kuin transdusoimattomat solut. Näin ollen AAV-HIF-1α -virus ei ilmentänyt HIF-1α:aa 
tehostetusti lähetti-RNA-tasolla. AAV-HIF-2α -viruksella transdusoidut 293T- ja Hela-solut 
ilmensivät molemmat HIF-2α:aa kontrollisoluja enemmän. Ilmentyminen oli kuitenkin 
voimakkaampaa transdusoiduissa 293T-soluissa. Endogeenistä HIF-2α:aa ilmentyi heikosti sekä 
transdusoimattomissa että AAV-HIF-1α:lla transdusoiduissa 293T-soluissa. Transdusoimattomissa 
ja AAV-HIF-1α:lla transdusoiduissa Hela-soluissa ei sen sijaan ilmentynyt lainkaan endogeenistä 
HIF-2α:aa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 13. HIF-1α - ja HIF-2α -geenien ilmentyminen Hela- ja 293T-soluissa. NV: 
Transdusoimattomat solut. 1a: AAV-HIF-1α transdusoidut solut. 2a: AAV-HIF-2α transdusoidut 
solut. HIF-1α-tuotteet 345 ep:tä. HIF-2α-tuotteet 516 ep:tä. Molekyylipainomarkkerina Gene Ruler 
DNA Ladder Mix (Fermentas). 
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5.3.4 HIF-proteiinien ilmentyminen 
 
AAV-HIF-1α - ja AAV-HIF-2α -virusten tuottamat HIF-proteiinit detektoitiin Western blot -
menetelmällä. Primääri- ja sekundäärivasta-aineet olivat samat kuin pAAV-plasmidi -
transfektoitujen solujen tumaekstrakteille tehdyssä Western blotissa. Vain AAV-HIF-1α:lla 
transdusoiduista 293T-soluista pystyttiin havaitsemaan HIF-1α -proteiinin tuottuminen (Kuva 14). 
Transdusoimattomissa 293T-soluissa ei tällöin havaittu endogeenistä tuotantoa. Hela-soluissa ei 
havaittu lainkaan HIF-1α-proteiinia. HIF-2α-proteiinia ei tuottunut kummassakaan solulinjassa 
(tulosta ei esitetty).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 14. HIF-1α -proteiinin ilmentyminen AAV-HIF-1αlla transdusoiduissa Hela- ja 239T-
soluissa. NV: Transdusoimattomien solujen tumaekstrakti. 1α: AAV-HIF-1α transdusoitujen 
solujen tumaekstrakti. Molekyylipainomarkkerina Page Ruler
TM
 Plus Prestained Protein Ladder 
(Fermentas).  
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6 POHDINTA 
 
Työn tarkoituksena oli kloonata merkkigeenit LacZ_NLS ja GFP sekä hoitogeenit hiiren HIF-1α ja 
HIF-2α AAV-vektoriin ja tuottaa kustakin geenistä AAV-virus. pAAV-plasmidien ja AAV-virusten 
toiminnallisuutta tutkittiin in vitro tekemällä plasmideilla kalsiumfosfaattitransfektiot 293T-soluille 
ja viruksilla virustransduktiot 293T- ja Hela-soluille. LacZ:n havaitsemiseksi käytettiin X-gal -
värjäystä ja LacZ-positiivisia soluja tarkasteltiin mikroskoopilla. GFP:tä fluoresoivat solut 
havaittiin suoraan fluoresenssimikroskoopilla. HIF-1α ja HIF-2α detektoitiin sekä lähetti-RNA- että 
proteiinitasolla käyttäen RT-PCR:ää ja Western blot -menetelmää. 
 
Plasmidi-kloonaukset onnistuivat odotetusti. Restriktioenstyymit katkaisivat sekä vektori- että 
inserttiplasmidit odotetusti, ja oikeankokoiset insertit sekä vektori saatiin eristettyä geeliltä 
kloonausta varten. Kloonattujen plasmidien massakasvatuksen jälkeen tehdyistä 
tarkastusdigestioista havaittiin, että insertit olivat oikein päin.  
 
pAAV-GFP:n toiminnallisuus osoitettiin fluoresenssimikroskopialla, ja eri plasmidimäärillä 
transfektoitujen kuoppien välillä havaittiin selkeä ero. Kuopilla, joihin transfektoitiin 5 µg:aa 
GFP:tä oli huomattavasti vähemmän positiivisia soluja kuin kuopilla, joihin transfektoitiin 3,7 µg:aa 
GFP:tä. Aikaisemmissa tutkimuksissa GFP:n yliekspression on osoitettu olevan myrkyllistä soluille, 
jolloin suuremmalla määrällä GFP:tä transfektoidut solut ovat todennäköisesti ajautuneet 
apoptoosiin ennen fluoresenssin toteamista (Liu ym. 1999; Detrait ym. 2002; Klein ym. 2006).  
 
Myös pAAV-LacZ_NLS -plasmidilla tehdyt transfektiot osoittivat plasmidin toiminnallisuuden. 
Sekä 3,7 μg:aa että 5,0 μg:aa LacZ:aa tuottivat silmämääräisesti katsottuna yhtä paljon proteiinia 
293T-soluissa. LacZ-plasmidia sisältävät solut havaittiin betagalaktosidaasi-entsyymivärjäyksessä 
selvästi sinisiksi värjäytyneinä. Tumalokalisaatiota ei värjäyksestä pystytty selkeästi osoittamaan, 
koska soluihin oli muodostunut kauttaaltaan sinistä väriä. 
 
pAAV-HIF-1α - ja pAAV-HIF-2α -plasmidien toiminnallisuutta tarkasteltiin ensin lähetti-RNA-
tasolla. RT-PCR osoitti, että pAAV-HIF-1α aiheutti 293T-soluissa lisääntyneen HIF-1α -lähetti-
RNA:n tuotannon verrattuna kontrollisoluissa ilmentyneeseen endogeeniseen ihmisen HIF-1α:aan. 
Endogeenisen HIF-1α:n ilmentyminen kontrollisoluissa on normaalia sillä sitä ilmentyy kaikissa 
soluissa, ja se osallistuu moneen solussa tapahtuvaan toimintaan (Bertout ym. 2008; Semenza 
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2009). Myös pAAV-HIF-2α ilmentyi 293T-soluissa tehostetusti, sillä kontrollisoluissa ei 
ilmentynyt lainkaan endogeenistä ihmisen HIF-2α:aa. Mukana olleet -RT-näytteet osoittivat 
tuotteiden syntyvän cDNA:sta:sta eikä genomisesta DNA:sta, sillä käänteistranskriptaasi-entsyymiä 
sisältämättömät -RT-näytteet eivät muodostaneet geelille tuotteita.  
 
pAAV-HIF -plasmidien tuottamat proteiinit havaittiin Western blot -menetelmällä. pAAV-HIF-
1α:lla transfektoidut 293T-solut ilmensivät HIF-1α -proteiinia, mutta transfektoimattomat eivät, 
jolloin pAAV-HIF-1α -plasmidi aiheutti soluissa tehostuneen proteiinin tuotannon. Myös pAAV-
HIF-2α:lla transfektoidut 293T-solut tuottivat HIF-2α -proteiinia. Transfektoimattomat 
kontrollisolut tuottivat jonkin verran endogeenista HIF-2α -proteiinia, mutta proteiinin 
ilmentyminen kontrollisoluissa oli vähäisempää kuin transfektoiduissa soluissa, jolloin myös 
pAAV-HIF-2α-plasmidin toiminnallisuus osoitettiin proteiinitasolla. Ero HIF-2α:n 
proteiinintuotossa ei kuitenkaan ollut selkeä kontrollisolujen ja transfektoitujen solujen välillä, 
mutta proteiinin tuottuminen oli kuitenkin riittävää, jotta jatkettiin virustuottoon. HIF:n 
ilmentyminen kontrollisoluissa on normaalia, kuten aikaisemminkin on mainittu, koska solut 
sisältävät myös endogeenistä HIF:iä, jota on osoitettu ilmentyvän myös soluissa, jotka eivät ole 
hypoksiassa (Stroka ym. 2001). 
 
AAV-virusten aiheuttama geenien ilmentyminen havaittiin 293T- ja/tai Hela-soluihin tehdyillä 
virustransduktioilla. Kutakin virusta transdusoitiin eri MOI:lla, jolloin nähtiin millä MOI:lla 
saavutettiin riittävä geenin ilmentyminen. AAV-GFP -virus aikaansai GFP:n ilmentymisen 293T-
soluissa jo pienimmällä käytetyllä MOI:lla 1000, mutta fluoresoivien solujen määrä lisääntyi MOI:n 
kasvaessa, jolloin myös annosvaste näkyi erittäin selvästi. Tähän vaikutti luultavimmin GFP:n pieni 
koko, koska sen pakkaaminen virusta tuotettaessa on pienen koon ansiosta helppoa. Annosvasteen 
kasvu johtui tässä tapauksessa todennäköisesti siitä, että käytetyt MOI:t olivat suurimmillaankin 
kohtalaisen pieniä. Fluoresoivien solujen määrä olisi todennäköisesti laskenut, jos MOI:ta olisi 
kasvatettu riittävän suureksi. Howard ym. (2008) havaitsivat MOI:lla 20 000 ja 200 000 vain 
minimaalisen GFP-signaalin primäärisen aivokuoren soluviljelmässä. Tutkimuksessa oli käytetty 
AAV-2- ja AAV-9-serotyypejä.  
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AAV-LacZ -virustransduktioiden jälkeen tehdyssä X-gal -värjäyksessä ei havaittu riittävää β-
galaktosidaasi-aktiivisuutta. Plasmiditransfektioihin verrattuna ero on hyvin suuri, sillä pAAV-LacZ 
-transfektoidut 293T-solut ilmensivät LacZ:aa hyvin, kun taas viruksella transdusoiduissa soluissa 
oli vain muutamia LacZ-positiivisia soluja. MOI:den väliset erot eivät olleet kovin merkittäviä, 
mutta isommilla MOI:illa oli havaittavissa hieman enemmän värjäytymistä. Tumalokalisaatiota oli 
hyvin hankala paikallistaa virustransdusoiduista soluista. Ainoastaan joissain yksittäisissä soluissa 
näkyi tumalokalisaatioon viittaavaa värjäytymistä. Aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu, että 
muilla viruksilla, esimerkiksi adeno- ja lentiviruksilla, on saavutettu voimakkaampi 
betagalaktosidaasin ilmentyminen X-gal -värjätyissä soluissa (Bell ym. 2005). Useat tutkimukset 
ovat myös osoittaneet, että β-galaktosidaasin detektoiminen immunovärjäysten avulla olisi paljon 
herkempää kuin perinteisellä X-gal -värjäyksellä (Cheng ym. 1999; Kawada ym. 1999; Mahony 
ym. 2002). AAV-LacZ -viruksen huono vaikutus aiheutui mahdollisesti sen suuresta koosta, joka 
oli mahdollisen pakkauskoon rajoilla, ja voi olla, että plasmidi ei ole kokonaisuudessaan 
pakkautunut virukseen. AAV Helper-Free system -menetelmän mukaan insertin koko saisi olla noin 
3 kiloemästä (Stratagene), kun kloonattu LacZ_NLS oli 3,2 kiloemästä.  
 
AAV-HIF-1α -viruksella transdusoidut 293T- ja Hela-solut ilmensivät yhtä paljon HIF-1α:aa kuin 
kontrollisolut. Näin ollen AAV-HIF-1α -virus ei aiheuttanut HIF-1α:n ilmentymisen voimistumista 
lähetti-RNA-tasolla verrattuna kontrollisoluissa ilmentyneeseen endogeeniseen ihmisen HIF-
1α:aan. HIF-1α:lla transdusoiduissa näytteissä näkyi kuitenkin ylimääräinen tuote, joka saattaa olla 
viite AAV-HIF-1α:n lähetti-RNA:n muodostumisesta. Sen sijaan adeno-viruksella transdusoiduissa 
ihmisen sydänlihassoluissa on havaittu selkeä HIF-1α:n lähetti-RNA:n muodostuminen 
kontrollisoluihin verrattuna (Wei ym. 2010). AAV-HIF-2α:lla transdusoidut 293T- ja Hela-solut 
ilmensivät molemmat HIF-2α:aa enemmän kuin kontrollisolut. Transdusoiduissa Hela-soluissa 
tuotetta oli vähemmän, mutta kontrollisolut eivät tällöin ilmentäneet lainkaan endogeenistä ihmisen 
HIF-2α:aa. AAV-HIF-2α:lla transdusoidut 293T-solut sen sijaan ilmensivät voimakkaasti HIF-
2α:aa, ja kontrollisoluissa ilmeni tällöin vain hieman endogeenistä tuotetta. Näin ollen AAV-HIF-
2α osoitettiin toiminnalliseksi lähetti-RNA-tasolla. 
 
Proteiinitasolla AAV-HIF-1α osoitettiin heikosti toiminnalliseksi vain 293T-soluissa. 
Kontrollisoluissa ei tällöin havaittu endogeenistä HIF-1α -proteiinin muodostumista. AAV-HIF-
2α:aa ei havaittu proteiinitasolla kummassakaan solulinjassa huolimatta vahvasta ilmentymisestä 
lähetti-RNA-tasolla.  
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Huono transduktiotehokkuus ei selity virusten tiittereillä, koska ne olivat tässä työssä korkeammat 
(HIF-1α: 1x1011 vg/ml; HIF-2α: 2,7x1011 vg/ml) kuin monessa tehdyssä in vivo tutkimuksessa. 
Pajusola ym. (2005) ovat käyttäneet AAV-HIF-1α:aa tiitterillä 1.5–2.5×1010 vg/ml saaden hyvän 
vasteen in vivo. AAV-HIF -virusten huonoon toiminnallisuuteen vaikuttaa luultavasti inserttien 
suuret koot. Molemmat insertit sekä HIF-1α että HIF-2α ovat sallitun 3 kiloemäksen pakkauskoon 
rajoilla (HIF-1α 2,5 kiloemästä ja HIF-2α 2,7 kiloemästä). Vaikka HIF-virusten tiitterit olivat 
korkeamat kuin AAV-GFP:llä ja AAV-LacZ:lla, on mahdollista, että viruspartikkelit olivat osittain 
tyhjiä. Tällöin kaikkiin viruspartikkeleihin ei ole pakkautunut lainkaan inserttiä, jolloin viruksen 
vaikutus jäi huonoksi tiitterin ollessa korkea. Virustuotossa on tällöin muodostunut edellä 
mainittuja tyhjiä viruspartikkeleja, joissa ei ole ollenkaan itse plasmidia mukana. Tiitteri voi siitä 
huolimatta olla korkea, koska se määräytyy viruspartikkelien määrän mukaisesti. Tämä on yleinen 
ongelma rAAV-virusten kanssa työskenneltäessä. Grimmin ym. (1999) tekemä rAAV-valmisteiden 
titraus osoitti, että ainakin 80 prosenttia kaikista partikkeleista olivat tyhjiä. 
 
AAV-vektorien huono transduktiotehokkuus johtuu osittain siitä, että niiden genomi on pakattu 
yksijuosteisena, transkriptionaalisesti inaktiivisena DNA:na (Jayandharan ym. 2008). Aktiivisen 
muodon saavuttaakseen se on ensin muutettava kaksijuosteiseksi. Jotta voitaisiin välttää 
yksijuosteisen DNA:n muuntamiseen tarvittavia välivaiheita, jotka hidastavat transduktiota, on 
kehitelty AAV-vektoreita, joiden genomi on pääasiallisesti pakattu kaksijuosteisena DNA:na 
(dsAAV). Wang ym. (2003) loivat dsAAV-vektorin mutatoimalla AAV:n vasenta ITR-aluetta 
poistaen siitä D-sekvenssin ja viereisen terminaalisen resoluutioalueen (TRS). Muutatiolla he 
aikaansaivat AAV-vektorin, jonka DNA pakkautui suurimmaksi osaksi kaksijuosteisena. 
Testaamalla kyseistä vektoria in vitro ja in vivo Wang ym. saavuttivat huomattavasti paremman 
transduktiotehokkuuden ja pitkäkestoisemman vaikutuksen. dsAAV-CMV-GFP:n 
transuktiotehokkuus Hela- ja 293T-soluissa oli 80 – 100 % kolmantena päivänä transduktiosta. 
Tässä työssä dsAAV-vektoreita ei kuitenkaan voitaisi hyödyntää, koska ne pystyvät 
vastaanottamaan vain noin 1.2 kiloemäksen kokoisia siirtogeenejä (Wang ym. 2003). 
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Huonon tansduktiotehokkuuden syitä voisi kuitenkin selvittää altistamalla transduktoituja soluja 
villityypin adenoviruksella. Teschendorf ym. (2010) testasivat pelkän AAV-2-GFP:n 
transduktiotehokkuutta haiman ja paksusuolen syöpäsolulinjoissa, HT-29, BXPC3 ja Hs766T, 
saavuttaen heikon transduktiotehokkuuden (<10 %). Transduktiotehokkuus kasvoi kuitenkin 
huomattavasti, kun solut altistettiin lisäksi myös villityypin adenoviruksella. Tämä osoitti huonon 
transduoktiotehokkuuden johtuvan hitaasta vastinjuosteen muodostumisesta. 
 
Tässä työssä saatiin toimivat pAAV-plasmidit jokaisesta halutusta geenistä (GFP, LacZ, HIF-1α, 
HIF-2α). Tuotetuista viruksista AAV-LacZ ja AAV-HIF-2α eivät osoittautuneet niin toimiviksi, että 
niitä kannattaisi sellaisenaan jatkossa testata. Ainoastaan AAV-GFP:n toiminnallisuus oli hyvä. 
Myös AAV-HIF-1α -viruksen toiminnallisuus pystyttiin osoittamaan, mutta viruksen aiheuttama 
vaikutus jäi hyvin heikoksi. AAV-HIF-1α -viruksen toimivuuttaa voisi kuitenkin testata jatkossa ja 
katsoa onko virus tarpeeksi toiminnallinen aiheuttaakseen HIF-1α:n ilmentymisen in vivo. 
Nimenomaan AAV-välitteinen HIF-1α -geeninsiirto in vivo saattaisi toimia paremmin, verrattuna 
tutkimusryhmässä aikaisemmin tehtyyn adenovirusvälitteiseen geeninsiirtoon, turvallisuutensa sekä 
pitkäkestoisen geeninsiirtovaikutuksensa ansiosta. (Coura 2007; Niemeyer ym. 2009). 
 
Toimivia pAAV-plasmideja voidaan myös suoraan käyttää uusien viruserien tuotossa, jolloin 
kloonauksiin kuluva aika säästyy. Mikäli uudetkaan viruserät eivät toimi tarpeeksi hyvin, voisi 
jatkossa kokeilla erilaista AAV-vektoripohjaa tai erilaista intronia AAV-kasetissa. Lisäksi 
tutkimusta voisi laajentaa testaamalla jo tuotettuja viruksia muissa solulinjoissa. AAV-2 viruksia on 
testattu esimerkiksi T84-soluissa, jotka ovat eristetty ihmisen paksusuolen karsinoomasoluista 
(Polyak ym. 2008). Hyvä transduktiotehokkuus AAV-2-välitteisellä geeninsiirrolla on havaittu 
myös ihmisen glioomasta eristetyissä solulinjoissa A172, D37, GaMg, HF-66 ja U373 (Thorsen ym. 
2006).  
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